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第1章 序章 
 我が国の喘息予防・管理ガイドラインの成人喘息の定義によると、「成人喘息は、気道の
慢性炎症、可逆性のある種々の程度の気道狭窄と気道過敏性の亢進、そして臨床的には繰
り返し起こる咳、喘鳴、呼吸困難で特徴づけられる閉塞性呼吸器疾患である。気道狭窄は、
自然に、あるいは治療により可逆性を示す」と記されている 1)。つまり、喘息の病態では、
可逆性のある種々の程度の気道狭窄と気道過敏性の亢進に加えて、慢性の気道炎症が重要
な役割を担っている。 
 喘息の発症には外因性因子と内因性因子の相互作用が複雑に関与している。外因性因子
としては、アレルゲン、喫煙、粉塵暴露、呼吸器感染症などがあり、内因性因子としては
性別、年齢、アトピー素因、肥満、さらには複数の遺伝子変異などが考えられている。喘
息の基本病態は慢性の気道炎症であるが、個々の症例においては発症時期、誘因、症状、
経過、治療反応性などが様々である。したがって現在では、喘息は単一の疾患ではなく、
可逆性の咳・喘鳴・呼吸困難を特徴とする症候群であると考えられている。従来、喘息は
アトピーの有無や重症度によって分類されていたが、近年これらの多様な臨床的指標や呼
吸機能などの病態生理学的指標に基づいて、恣意性なく類似のグループを同定するクラス
ター解析も試みられている。我々の研究室の解析では、日本人成人喘息は 6 つの異なるク
ラスターに分類されることを示した 2)。各喘息クラスターにはそれぞれ異なった分子病態が
関与している可能性がある。 
 分子病態解明へのアプローチとしては遺伝子解析が極めて有用である。喘息感受性遺伝
子を同定する手法として、候補遺伝子多型関連解析がさかんに行われてきた。しかし、こ
の解析法は、これまでの知識に基づいて選択される候補遺伝子についてのみ解析する手法
で、未知の疾患感受性遺伝子を同定することは不可能である。それに対し、ゲノムワイド
関連解析（Genome wide association study; GWAS）では、数十万～数百万の一塩基多型
（single nucleotide polymorphism; SNP）をタイピングする。これにより、先入観なしに
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全ゲノムを解析するため、既知の候補遺伝子のみならず、未知の疾患感受性遺伝子が同定
される可能性がある。現在までに、喘息発症に対して 30以上の大規模な GWASが行われ、
50以上の遺伝子の関与が報告されている(Catalog of Published Genome-Wide Association 
Studies; http://www.genome.gov/26525384)。我々の研究室でも、理化学研究所ゲノム医学
研究センターおよび筑波大学遺伝医学研究室と共同して、喘息発症に対する GWASを行っ
てきた。その結果、成人喘息に対して TSLP 遺伝子など 5 つの遺伝子領域の重要性を示し
3)、また小児喘息に対しては HLA-DP 遺伝子の関与を明らかにした 4)。GWAS による網羅
的な喘息関連遺伝子変異の解析が進むにつれ、喘息病態の分子レベルでの多様性も明らか
になりつつある。 
 一方、これまでに報告された喘息感受性遺伝子の喘息発症に及ぼす寄与度は極めて小さ
く、これまでに報告されている喘息の遺伝率のわずかを説明できるのみである（Missing 
heritability）。従って、喘息発症に関与する、多くの遺伝的因子が依然、同定されていない
可能性がある。 
本研究の目的はより均一なフェノタイプを有する患者集団を対象とした解析を行うこと
で、喘息発症に関係する新規の遺伝的素因を明らかにすることである。喘息集団と正常健
常人集団を用い、ケース・コントロール GWASを行った。第 2章では、重喫煙者を除外し
た喘息集団および 40 歳以上で初めて発症した喘息集団を対象として GWAS を行った。ま
た第 3章では、喘息と強く関係している血清総 IgE値に対して GWASを行った。 
我々の検討によって、多様な分子病態からなる症候群としての喘息の発症メカニズムが
より明らかにされ、新たな治療薬の開発にも結びつく可能性がある。また個々の症例に対
して、それぞれの病態に基づいた最も効果的な個別化した治療を行うことができるように
なると期待される。 
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第 2 章 喘息発症関連遺伝子の同定 
 
1. 重喫煙の影響を除外した成人喘息集団における喘息発症関連遺伝子の同定 
 
背景・目的 
候補遺伝子関連解析および GWAS により、現在までに 100 以上の喘息関連遺伝子が報告
されている 1)。我々の研究室でも日本人成人喘息を対象とした GWAS を行い、5 つの関連
遺伝子領域を報告した 2)。これらの候補関連遺伝子は喘息の病態を解明する上で非常に有用
であるが、これまでの報告はゲノム上でそれぞれの領域を代表する頻度の高い遺伝子多型
をマーカーとした解析であり、同定された多型が喘息発症に与える影響は極めて小さい。
実際には、このような common variant の解析では検出できない遺伝寄与（missing 
heritability）が、疾患発症に対しては大きな割合を占める。Missing heritability が起こる
理由の一つは、喘息のような多因子の相互作用によって発症する疾患では、様々な分子病
態に基づいた多様なフェノタイプが存在するためである 3)。GWAS のような大規模集団を
扱う研究では、喘息の診断のもとに実際には多様なフェノタイプを持った集団を解析して
いることが多い。多様なフェノタイプを持つ症候群を対象として GWAS を行う場合には、
フェノタイプをより均一にすることにより、たとえ最初の集団よりもサンプル数が少なく
なろうとも、検出力が上がる可能性がある 4)。このような考えの基に、アトピー性皮膚炎合
併喘息集団や中高年発症喘息集団に限定した関連解析が行われ、喘息発症関連遺伝子多型
が報告されている 5- 7)。 
喫煙は喘息発症に対する重要な外因性危険因子である 8)。喘息関連遺伝子多型が喘息発
症に与える影響の程度は喫煙習慣の違いにより異なることが報告されている 9-12)。さらに、
ゲノムワイド連鎖解析により、喘息発症に関わる多くの遺伝子座の影響が、喫煙の有無に
より修飾されることが明らかにされている 13)。2011 年に発表した我々の喘息に対する
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GWAS では喫煙状態に対する検討がされていない 1)。そこで今回の研究では、喫煙の影響
をなるべく少なくするため、10 pack-years 以上の重喫煙者を除外した喘息集団を対象とし
て GWAS を行った。 
 
方法 
倫理声明 
この研究は、筑波大学、筑波メディカルセンター、理化学研究所、北海道大学の倫理委
員会において承認されており、各施設の倫理指針とヘルシンキ宣言を遵守し、すべての被
験者からインフォームド・コンセントを取得した。 
 
対象 
筑波 GWAS コホートは、日本人成人健常者集団 734 名と日本人成人喘息患者集団 240
名、計 974 名からなる 8)。健常者はつくば総合健診センターで定期健康診断を受診した一
般集団からリクルートした。すべての対象者に対し、エントリー時に詳細な問診を行った。
呼吸器症状の有無、病歴、生活習慣、そしてタバコ煙や各種アレルゲン、空気汚染への暴
露について調査し、さらに胸部の聴診とレントゲン検査を行うことにより、喘息や COPD
などの呼吸器疾患を持つ者を除外した 9)。喘息患者集団は筑波大学およびその関連施設から
リクルートされた 1)。喘息の診断は、呼吸器内科専門医が日本呼吸器学会の定める喘息診断
基準に則り行われた 10)。本研究では、喫煙歴が 10 pack years を超える重喫煙者を検討か
ら外すことで、喫煙による影響を最小限に止めた。筑波 GWASコホートでは 4 名が喫煙歴
10 pack years 以上であり除外された。両群ともに抗原特異的 IgE（MAST 法）が測定され
た（日立化成株式会社、東京）11)。アトピー素因の判定指標には、14 種類の吸入抗原（コ
ナダニ、ハウスダスト II、ネコ上皮、イヌ上皮、オオアワガエリ、ハルガヤ、ブタクサ、
ヨモギ、スギ、ペニシリウム、クラドスポリウム、カンジダ、アルテルナリア、アスペル
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ギルス）に対する抗原特異的 IgE の反応性を使用した。つまり、上記 14 抗原のうち少なく
とも 1 種類以上の抗原に対し陽性反応（ルミカウント 4.40 以上）を示す場合、アトピー
素因ありとした 8)。すべての喘息患者はわれわれの 2011 年のオリジナル GWAS に含まれ
ている 1)。 
 筑波 GWAS コホートで得られた結果の再現性を確認するために、別の独立した 2 つの日
本人集団（筑波 replicationコホートと北海道 replicationコホート）を用いた追試を行った。
この両コホートとも我々のオリジナルの GWAS には含まれていない 1)。また、これら両コ
ホートからも 10 pack years を超える重喫煙者は除外した。なお、筑波 replicaton コホート
では約 19%が重喫煙者、北海道 replication コホートでは約 18%が重喫煙者であった。筑波
replication コホートは 351 名の健常者と 277 名の喘息患者からなり、健常群はつくば総合
健診センターの健診受診者からリクルートした 9)。喘息患者は筑波大学附属病院の受診者か
らリクルートされた 12)。北海道コホートは、北海道大学病院でリクルートされた 180 名の
健常者と 141 名の成人喘息患者からなる 8)。 
 
Genotyping 
ゲノムDNAは末梢血サンプルから自動DNA抽出システム（QuickGene-610L; Fujifilm, 
東京）を用いて抽出した。筑波 GWAS コホートの genotyping では Illumina 
HumanHap550v3610-Quad BeadChip (Illumina, Sandiego, CA, USA)を用いた 8)。クオリ
ティコントロールには PLINK version 1.07 を用いた 13)。健常者、喘息患者ともすべての被
験者において BeadChip 上の 98％以上の SNP がタイピングされた。各 SNP については、
missing genotype rate が 1%より大きく、minor allele frequency が 1%未満、
Hardy-Weinberg equilibrium P value が 1.0x10-6未満のものを除外した 13)。 
筑波 replication コホートと北海道 replication コホートにおいては、TaqMan® アレル特
異的 PCR assay（Applied Biosystems, Foster City, CA USA）により rs7846389 のタイピ
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ングを行った。 
 
遺伝子発現解析 
Genevar database（GENe Expression VARiation）を利用し、遺伝子発現に影響を及ぼ
すゲノム領域を解析した 14)。HapMap3 JPT (Japanese in Tokyo)のリンパ芽球様細胞株デ
ータベースを用いた 15)。ヒアルロン酸合成酵素 2（HAS2）遺伝子の発現解析には、
ILMN_1777562（Illumina HumanWG 6 v3, Illumina）をプローブとして用いた。
Rs7846389 の多型と HAS2 mRNA の発現量の関連については線形回帰分析により解析し
た。 
13 種のヒト組織で HAS2 の発現について解析した。12 組織（骨髄、脳、心臓、腎臓、
肝臓、肺、気管、骨、脾臓、胸腺、小腸、末梢白血球）の RNA は Clontech(Mountain View, 
CA,USA)から、皮膚 RNA は Biochain(Newark, CA, USA)から購入した。cDNA は
SuperScipt® III Reverse Transcriptase(Life Technologie Japan, Tokyo, Japan)により合
成した。HAS2 mRNA 発現量の定量は、SYBR® premix II Ex Taq™ (Takara Bio, Shiga, 
Japan) を 用 い た リ ア ル タ イ ム PCR で 行 っ た 。 プ ラ イ マ ー は 、
5’-CTCCGGGACCACACAGAC-3’ （ forward ） 、
5’-TCAGGATACATAGAAACCTCTCACAA-3’（reverse）を用いた。HAS2 の発現量はグ
リセルアルデヒド-3-リン酸の発現量で標準化した。 
 
統計解析 
筑波 GWASコホートにおいては、喘息発症と SNPs との関連を PLINK version 1.07 を
使用し、Cochran-Armitage trend test で解析した 13)。この検定では diploid genotypes の
みを解析するので、性染色体は含まれていない。オッズ比や 95%信頼区間は 4 分表から算
出した。Genomic inflation factor や QQ プロットは PLINK で多次元尺度構成法
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（multidimensional scaling method, MDS 法）を用いて算出した。筑波 replication コホ
ートと北海道 replication コホートでも筑波 GWAS コホートと同様の解析を行った。両
replication コホートでは、リスクアリルの影響が筑波 GWASコホートの結果と一致し、か
つ P < 0.05 を満たしたとき、再現性ありとした。これら 3 つのコホートについて、
Matel-Haenszel 法でメタ解析を行った。固定効果モデルでのメタ解析による P 値を計算し
た（test for heterogeneity: X2 = 3.5, P = 0.17）。 
 
結果 
各コホートの特徴 
各コホートの特徴を Table1 に記載した。呼吸機能は喘息群では健常群より悪く、血清総
IgE 値は喘息群で高値であった。 
 
GWASと replication study 
クオリティコントロールではどの被験者も除外されず、480,098 個の SNP が関連解析の対
象となった。QQ プロットを Figure1 に示す。Genomic inflation factor は 1.024 であり集
団階層化はないと考えられた。Figure2 に GWAS のマンハッタンプロットを示す。第 8 染
色体上に P < 1.0 x 10-6 を満たす SNP が一つのピークを形成していた。LocusZoom
（http:csg.sph.umich.edu/locuszoom/）16)を用いてこの遺伝子領域（染色体 8q24）を詳細
に解析したところ、喘息と最も強い関連を示したのは HAS2 遺伝子の 5’末端より約 200 kb
上流に存在する rs7846389 であった（Figure3）。Rs7846389 の major allele である A allele
が、喘息発症と有意に関連していた（オッズ比＝1.74；95%信頼区間：1.41-2.15）（Table2）。
筑波 replication コホートと北海道 replication コホートでも、rs7846389 の A allele は喘息
発症と有意に関連していた（それぞれ P 値は 0.0152、0.0478；オッズ比は 1.31、1.38；95%
信頼区間は 1.05-1.65、1.01-1.90）。これら 3 集団のメタ解析では、rs7846389 はゲノムワ
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イドレベルで有意に喘息と関連していた（P = 7.92 x 10-9、オッズ比 1.50、95%信頼区間
1.31-1.72）。この SNP について人口寄与危険度（Population Attributable Risk）を算出し
たところ、筑波 GWAS コホートでは 5.4%、筑波 replication コホートでは 3.7%、北海道
replication コホートでは 4.5%であった。 
 
HAS2 の発現解析 
HapMap3 JPT のリンパ芽球様細胞株での mRNA 発現に関するデータベースを用いて、
rs7846389 の HAS2 発現に対する影響を調べた。HAS2 mRNA の発現は rs7846389 が C 
allele を持つと増強した（r = 0.291；P = 0.0081）（Figure4）。最も強く HAS2 の mRNA
の発現に関連していた SNP は rs279661 であったが（P = 0.0074） (Figure5)、この SNP
は rs7846389 と強い連鎖不平衡の関係にあった（r2 = 0.965）。これらの結果から、rs7846389
の C allele は HAS2 の発現増加と相関があり、さらに一方では喘息発症のリスク減少と関
連していた。また、13 種のヒト組織での HAS2 の mRNA の発現を解析したところ、肺組
織において最も強い HAS2 の発現が確認された。 
 
考察 
重喫煙者を除外した日本人集団を解析することにより、HAS2 遺伝子が新たな成人喘息
の感受性領域であることを同定した。今日までに様々な人種を対象として 30 の喘息に関す
る GWAS が行われ、50 以上の候補遺伝子が報告されている（Catalog of Published 
Genome-Wide Association Studies; http://www.genome.gov/26525384）。しかしながら、
いずれの GWASにおいても HAS2 は候補遺伝子として同定されていない。なお、HapMap
のデータでは、rs7846389 の minor allele frequency は、JPT で 0.45（minor allele は C）
であったのに対し、CEU で 0.37（minor allele は C）、YRI で 0.36（minor allele は A）、
CHB で 0.35（minor allele は A）と人種間を超えて common な SNP であった。喫煙者喘
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息は独立したクラスターを形成することが報告されている 17)。また、多くの遺伝子座にお
いて、その遺伝子座が喘息発症に与える影響が、喫煙の有無による修飾を受けることが報
告されている 18)。今回の研究では、多様な症候群である喘息の中から重喫煙者を除外する
ことにより喫煙の影響を極力排除し、より均一な集団で解析を行った。これにより真の遺
伝子多型を見つけ出す検出力が上がり、喘息関連遺伝子として HAS2 を同定できたと考え
られる。 
HAS2 はヒアルロン酸（HA）合成酵素をコードする遺伝子ファミリーに属する。HA は
細胞膜の細胞質側で HAS1、2、3 により合成され、細胞膜を通過し間質へ移動する 19)。HA
は線状の非硫酸化型のグリコサミノグリカン（GAG）で、細胞外に広く分布する成分であ
る。HA には 100~600 kDa の高分子量型と 10~50 kDa の低分子量型がある。高分子量型
HA は HAS1、2 によって合成され、低分子量型 HA は HAS3 により合成される 20)。また
高分子量型 HA がヒアルロン酸分解酵素により分解されることでも低分子量型 HA が生成
される。HA の生物学的機能はその分子量により大きく異なっている。高分子量型 HA には
組織修復 25)や関節潤滑 26)といった構造的な機能のみならず、抗炎症作用 21-23)、抗血管新生
24)のような様々な制御機能がある。低分子量型 HA はマクロファージ、T リンパ球、上皮細
胞などの炎症反応を促進させ 27),28)、組織傷害部位で自然免疫を活性化させ、内因性の
danger signal として作用する 29)。Klagas らの報告によると、喘息患者の気道平滑筋で作
られる HA は健常人に比べ少ないことが分かっている 30)。喘息患者の気道平滑筋で HA 生
成が減少するのは、HAS1、2 の減少と HA 分解酵素 1 の増加による。一方、健常者の気道
平滑筋から分離された HA は 700 kDa 以上の高分子量型であり、喘息患者から分離された
ものは低分子量型である。さらに、高分子量型の HA はヒト気道平滑筋の増殖を抑制する
31)。また、気管支上皮細胞の HA 分解酵素は健常者と比べ喘息患者で増加していることが
報告されており 32)、HA の分解が喘息患者の炎症反応を引き起こしている可能性も示唆し
ている。以上のことから、喘息患者の肺組織では、高分子量型 HA の減少と低分量型 HA
14 
 
の増加が気道炎症の一因となっていると考えられる。これらの報告は、我々が示した
rs7846389 の A allele が HAS2 遺伝子の発現を低下させ、喘息リスクを増加させることと
合致している。 
この研究にはいくつかの解明すべき点が残されている。第一に、我々は先行研究で成人
喘息患者 7,171 名と成人健常者 27,192 名での GWAS を行い、5 つの新規の感受性領域を同
定した 1)。本研究の筑波 GWAS コホートの喘息患者は、先行研究に全例含まれているが、
先行研究では rs7846389 と喘息には有意な関連が認められなかった。HAS2 の遺伝的な作
用はタバコ煙への暴露により規定されると考えられ、そのために結果が一致しなかったと
思われる。今回の筑波 GWAS コホートでは正確な喫煙状況についての情報を取得していた
ため重喫煙者を除外でき、先行研究では同定できなかった HAS2 遺伝子と喘息の関連を同
定できたと考えられる。第 2 に、rs7846389（あるいはこれと非常に強い連鎖不平衡にある
rs279661）そのものが HAS2 遺伝子のプロモーター活性を持っている可能性はあるが、こ
れらの SNP は HAS2 遺伝子の 200 kb 以上も上流にあるため、これらの SNP と連鎖不平
衡の関係にある他の SNP が機能的な役割をはたしているかもしれない。 
 
結論 
日本人成人喘息に対する GWAS を行い、HAS2 遺伝子の近傍の遺伝子変異が喘息発症と
関連することを見いだした。HAS2 遺伝子がどの様なメカニズムで喘息発症と関係している
かについては、遺伝子間相互作用、遺伝子環境間相互作用を踏まえてさらに検討する必要
がある。HapMap データベースによると、rs7846389 の minor allele frequency は、JPT
で 0.45（minor allele は C）、CEU で 0.37（minor allele は C）、YRI で 0.36（minor allele
は A）、CHB で 0.35（minor allele は A）と様々な民族で変異が検出されている。33)。
Rs7846389 と喘息との関連について、日本人以外での人種での検証が必要である。 
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  Asthma Cases Controls 
Tsukuba GWAS cohort (N = 974)     
Number of samples 240 734 
Female sex 59.2% 68.0% 
Age (mean ± SD) 51.2 ± 15.1 y 49.3 ± 9.3 y 
Smoking status     
Never-smoker 82.5% 82.7% 
0 < pack-years ≤ 10 17.5% 17.3% 
FEV1 % predicted (mean ± SD) 89.9 ± 20.1% 94.6 ± 12.3% 
FEV1/FVC 74.0 ± 11.2% 83.7 ± 5.3% 
Atopya 70.4% 56.1% 
Serum IgE (Log) (mean ± SD) 2.23 ± 0.61 IU/mL 1.68 ± 0.55 IU/mL 
      
Tsukuba replication cohort (N = 628)     
Number of samples 277 351 
Female sex 74.7% 65.0% 
Age (mean ± SD) 58.6 ± 18.1 y 49.3 ± 9.9 y 
Smoking status     
Never-smoker 83.0% 82.6% 
0 < pack-years ≤ 10 17.0% 17.4% 
FEV1 % predicted (mean ± SD) 83.9 ± 18.2% 91.4 ± 12.5% 
FEV1/FVC (mean ± SD) 70.6 ± 11.1% 82.9 ± 6.3% 
Atopya 73.0% 68.4% 
Serum IgE (Log) (mean ± SD) 2.16 ± 0.65 IU/mL 1.92 ± 0.62 IU/mL 
      
Hokkaido replication cohort (N = 321)     
Number of samples 141 180 
Female sex 78.7% 64.4% 
Age (mean ± SD) 58.6 ± 15.0 y 48.8 ± 8.7 y 
Smoking status     
Never-smoker 68.8% 83.9% 
0 < pack-years ≤ 10 31.2% 16.1% 
FEV1 % predicted (mean ± SD) 104.5 ± 21.7% 106.0 ± 13.7% 
FEV1/FVC (mean ± SD) 71.0 ± 12.4% 83.9 ± 6.5% 
Atopya 70.2% 53.3% 
Serum IgE (Log) (mean ± SD) 2.17 ± 0.71 1.67 ± 0.65 
Table 1. 各コホートの特徴 
aAtopy was defined as a specific positive IgE response (> 4.40 lumicount) to at least 1 of 14 common 
inhaled allergens with the multiple allergen simultaneous test (MAST)-26 chemiluminescent assay 
system 8). 
FEV1, forced expiratory volume in 1 second; NS, not significant. 
（文献34 より引用） 
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2. 中高年発症喘息集団における喘息発症遺伝子の同定 
 
背景・目的 
我々は喘息病態とその多様性を明らかにするために、これまでに日本人において喘息対
象とした GWAS を実施してきた 1)-3)。成人喘息では TSLP を含む 5 つの遺伝子領域が 4)、
小児喘息では HLA-DP 遺伝子領域が喘息発症に関連していることを報告した 7)。さらに重
喫煙者を除外した喘息集団を解析することにより、HAS2遺伝子が喘息発症に関係している
ことを報告した。 
我々はまた、CCL5、ADRB2、TF、CC16と中高年発症喘息との遺伝的関連を報告して
きた 8)-10)。さらに我々の報告を含め複数のクラスター解析において、喘息の発症年齢が重
要な層別化因子であることが報告されている 5),6)。多様な分子病態を背景とする症候群とし
ての喘息に対する遺伝子変異関連解析においては、フェノタイプをより均一にすることに
より、検出力の上昇が期待される。 
以上の理由から、今回の研究においては、対象を中高年発症の喘息患者に限定して GWAS
を行った。 
 
方法 
倫理声明 
この研究は、筑波大学、筑波メディカルセンター、理化学研究所、北海道大学、結核研
究所複十字病院の各倫理委員会において承認されており、すべての対象者から各施設の倫
理指針とヘルシンキ宣言を遵守し、インフォームド・コンセントを取得した。 
 
対象 
1st GWASコホートは、日本人成人健常者 967名と 40歳以上で発症した日本人成人喘息
患者 132 名の計 1,099 名から構成される 1)。健常者は、つくば総合健診センターで定期健
28 
 
康診断を受診した一般集団からリクルートし、喘息や COPD などの呼吸器疾患を持つ者は
除外した 2)。喘息患者は筑波大学附属病院においてリクルートされた。2nd GWASコホート
は、日本人成人健常者 2,375名と 40歳以上で発症した日本人成人喘息患者 588名、計 2,963
名からなる独立した集団である 3),7)。1st GWASコホート、2nd GWASコホートで得られた
結果の再現性を確認するために、別の独立した日本人集団（Replicationコホート）で追試
を行った。Replicationコホートは、日本人成人健常者 701名と日本人中高年発症喘息患者
169名からなり、北海道大学病院とその関連病院においてリクルートされた。 
Fukujujiコホートは、びまん性汎細気管支炎（Diffuse panbronchiolitis; DPB）患者 108
名と健常者 219名からなる集団で、DPBの遺伝学的研究のためにリクルートされた集団で
ある 13)。 
 
Genotyping 
1st GWASコホート、2nd GWASコホートの genotypingは、Illumina HumanHap550v3 
/ 610-Quad BeadChip (Illumina, San Diego, CA, USA)を用いた。各 SNPについては、
missing genotype rate が 1%より大きく、minor allele frequency が 1%未満、
Hardy-Weinberg equilibrium P valueが 1.0 x 10-6未満のものを除外した。 
 
Replicationコホート 
1st GWASコホートで P < 0.05であった SNPを選択し、さらに 2nd GWASコホートでも
P < 0.05であった SNPについて、両コホートでの結果をメタ解析した。その結果が P < 1.0 
x 10-5であった 10個の SNPを選択し、Replication コホートにおいて追試を行った。遺伝
子型の決定は TaqMan® アレル特異的 PCR assay によって行った。Fukujuji コホートの
genotypingも同様の方法で行った。 
さらに Replicationコホートで再現性が確認された SNPは、DPBの感受性領域に属して
いた。この SNPについては、Fukujujiコホートで DBP(108 人)と健常者(219 人)でタイピ
29 
 
ングを行った 13)。 
 
遺伝子発現解析 
Genevar database（GENe Expression VARiation）を利用し、遺伝子発現に影響を及ぼ
すゲノム領域を解析した 14)。MuTHER projectのリンパ芽球様細胞株を用いたデータベー
スを用いた。Panbronchiolitis related mucin-like 2（PBMUCL2）遺伝子の発現解析には、
ILMN_1667229（Illumina HumanWG 6 v3, Illumina）を用いた。Rs2523870の多型と
PBMUCL2 mRNAの発現量の関連について、線形回帰分析により解析した。 
 
挿入欠失多型分析 
PBMUCL2 のオープンリーディングフレームには 4 塩基の挿入欠失多型(rs5875281、
[-/CACT])が存在し、4 塩基の挿入によりフレームシフトを起こし、終止コドンを生じる。
そのため翻訳される蛋白が短縮される 13)。この多型と rs2523870との連鎖不平衡を調べる
ために、健常人 90名(rs2523870の遺伝子型 メジャーホモ接合体、ヘテロ接合体、マイナ
ーホモ接合体それぞれ 30名)を選択し rs5875281の genotypingを行った。プライマー5’
-ACTGAGGACAATGTGACTGTG-3’（forward）と 5’-AAGGACTCCATCACTGCAGAC-3’
（ reverse ） を 用 い て PCR-DNA 断 片 を 作 成 、 プ ラ イ マ ー 5 ’
-ACTGAGGACAATGTGACTGTG-3’によって多型部位をシークエンスすることによりタ
イピングを行った。 
 
統計解析 
1st GWASコホート、2nd GWASコホートでは、喘息発症について PLINK version 1.07
を用いて Cochran-Armitage 傾向検定とχ二乗検定を行った。1st GWAS コホート、2nd 
GWAS コホートと Replication コホートの結果から、Mantel Haenszel 法の固定効果モデ
ルでのメタ解析による P値を算出した。 
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結果 
各コホートの特徴を Table 1に示す。研究の流れを Figure 1に示す。まず 1st GWASで
は 967 名の健常者と 132 名の中高年発症喘息に対し、477,812 個の SNP について
Cochran-Armitage傾向検定を行った。その結果、23,759個の SNPが P < 0.05を満たし
た。これらの SNPについて健常者 2,375名、中高年発症喘息患者 588名からなる 2nd GWAS
で解析した。 2nd GWASにおいても P < 0.05を満たす SNPは 1,491個であった。この
1,491個の SNPについて、1st GWASと 2nd GWASの結果をMatel-Haenszel法を用いて固
定効果モデルでメタ解析を行った。その結果、10個の SNPが P < 1.0x10-5を満たしていた
（Table2）。この 10 個の SNP について再現性を確認するため、さらに独立した集団
（Replicationコホート、健常者 701名、中高年発症喘息 169名）で追試を行った。その結
果、rs2517548、rs2523870 でさらに結果が再現された（それぞれ P  = 0.035、0.038）。
両 SNPとも喘息感受性アレルは C alleleであった。これらの SNPについて 2つの GWAS
の結果と Replicationコホートでの結果をメタ解析したところ、それぞれ P = 4.37 x 10-7、
4.24 x 10-7であった。ゲノムワイドレベルの有意差は認められなかったが、関連を示唆する
結果であった。 
 Rs2517548、rs2523870 は染色体 6q21 上の PBMUCL1 と PBMUCL2 の間に存在する
(Figure2)。GENEVAR を用いて rs2517548、rs2523870 とこれら遺伝子の mRNA 発現に
ついて解析した。いずれの SNP も PBMUCL1 とは有意な相関はなかったが、PBMUCL2
のmRNAの発現は rs2517548、rs2523870の喘息感受性アレルである C alleleと正の相関
が認められた（それぞれ P =3.23 x 10-84、 8.54 x 10-87）（Figure 3）。最も強く PBMUCL2
のmRNAの発現に関連していた SNPは rs2517552であったが（P = 4.54 x 10-87）、この
SNPは rs2517548、rs2523870と強い連鎖不平衡の関係にあった（それぞれ r2 = 1.000、
0.998）。これらの結果から、rs2517548、rs2523870の C alleleは PBMUCL2の発現増加
と相関があり、中高年発症喘息のリスク増大と関連していることが示された。 
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Rs2523870と rs2517548は強い連鎖不平衡にあり(r2 = 0.998)、以下では rs2523870に
ついて検討した。PBMUCL2 の蛋白翻訳に影響を及ぼす挿入欠失多型 (rs5875281)と
rs2523870 の連鎖不平衡について解析した。健常人から rs2523870 の各遺伝子型から 30
名ずつ抽出し、rs5875281について genotypingを行った。連鎖不平衡係数 r2 = 0.0724で
あり、両者は連鎖不平衡がないと考えられた。 
PBMUCL2 遺伝子領域は DPB 感受性遺伝子領域として知られている 12)。そこで
rs2523870について DPB 患者と健常者でケース・コントロール関連解析を行った。その結
果、中高年発症喘息の感受性アレルである C alleleは DBP発症とも有意に関連していた（P 
= 0.017）（Table 3）。 
 
考察 
前章同様、フェノタイプにより絞り込まれた日本人喘息集団を使用し、PBMUCL2 遺伝
子が新たな中高年発症喘息の感受性領域である可能性を示した。喘息は症候群であり、そ
のフェノタイプは一様ではない。今回の研究では、中高年発症喘息に限定することにより
集団をより均一化した。これにより検出力が上昇し、喘息関連遺伝子として PBMUCL2を
同定できたと考えられる。 
土方らは 6p21.3のHLA-A遺伝子座とHLA-B遺伝子座の間に存在するDPB疾患感受性
領域に、セリンとスレオニンに富んだペプチドのタンデムリピート配列からなる 2 つの新
規ムチン様遺伝子、PBMUCL1 と PBMUCL2 をクローニングした 13)。この領域には、こ
れら 2 つの遺伝子に加え MUC21、DPCR1 が存在し、4 つのムチン・ムチン様遺伝子がク
ラスターを形成している。PBMUCL2 は 4 つのエクソンと 1671 ヌクレオチドの cDNA か
らなる。推定されるアミノ酸配列は 251アミノ酸で、22アミノ酸からなるシグナルペプチ
ドはN末端に予測され、膜貫通領域は認められない。したがって、PBMUCL2蛋白は分泌
型と考えらえる。3番目のエクソンは、11アミノ酸の 15のタンデムリピートをコードして
おり、プロリン、セリン、スレオニンが豊富な蛋白である。15種のヒト組織での PBMUCL2
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のmRNAの発現が解析され、肺を含む 5種の組織（肺、脳、脾臓、胸腺、前立腺）で発現
が確認されている 13)。  
慢性炎症性肺疾患である DPBの病理学的特徴として、呼吸細気管支炎領域にリンパ球や
形質細胞などの細胞浸潤と肺胞マクロファージの集簇がみられる。さらに多くの症例では
上下気道に慢性の持続的気道感染が成立している。初期はインフルエンザ桿菌、肺炎球菌
が主であるが、治療経過中に菌交代現象をきたし、ムコイド型緑膿菌となる 15)。一方、慢
性重症喘息患者 56 名の喀痰を検討した報告では 29 名において細菌の培養が陽性となり、
特にインフルエンザ桿菌、緑膿菌やブドウ球菌が多く認められ、これら細菌の下気道への
生着は喘息の罹病期間や過去の増悪と関連していた 19)。さらに、新生児期に下咽頭への肺
炎球菌やインフルエンザ桿菌の生着が、小児期の喘息発症のリスクとなることも報告され
ている 16)。前述のとおり、DPBはインフルエンザ桿菌、肺炎球菌の感染を伴うことが多く、
喘息とDPBには感染などに対する気道の一次防御機構の異常に関連した共通の病態が存在
している可能性がある。 
最近、ラテンアメリカ人の喘息を対象とした網羅的な解析（admixture mapping）で、
PBMUCL2 を含むムチン産生遺伝子クラスターが喘息感受性領域であったと報告されてい
る 17)。ムチンのような高分子のグリコシル化化合物は気道上皮に広く分布し、自然免疫に
おける重要な役割を担う。また、ムチンの過剰産生は喘息を含めた、慢性気道疾患と関連
していることも明らかであり 18)、rs2523870 の変異が中高年発症喘息の感受性遺伝領域と
なりうることを示唆している。 
さらに rs2523870 SNPの C alleleは DPBにおいて有意に発現頻度が高く（Table 3）、
DPBと中高年発症喘息とは類似の病態が疾患発症に関与している可能性が考えられた。 
 
結論 
GWASを含む 3つの独立したコホートを用いて、PBMUCL2遺伝子の近傍に中高年発症
喘息の感受性領域と考えられる遺伝子変異を同定した。この遺伝子領域は DPB感受性領域
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でもあり、さらに同定された遺伝的変異は DPB発症にも有意に関連していた。両疾患はそ
の臨床像にも共通点があり、この遺伝子変異が両疾患に共通する病態に関係している可能
性がある。 
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第 3章 血清総 IgE 値に関連する遺伝子の同定 
 
背景・目的  
 喘息と IgE との間に強い関連があり、従来より喘息はアトピー型、非アトピー型に分類
されてきた。特にアトピー型ではアレルゲンや Th2 細胞を中心とした IgE 産生の亢進や肥
満細胞および好酸球による気道炎症が喘息の本態と考えられてきた。また、近年のアレル
ゲン感作に関する研究により、アレルギー疾患の発症には自然免疫の重要性も明らかにな
ってきた 1),2)。 
第 2 章では、より均一な患者集団を対象として喘息発症に関連する新規の感受性遺伝子
を同定した。重喫煙者除外喘息では HAS2遺伝子、中高年発症喘息では PBMULC2 遺伝子を感
受性遺伝子として同定した。知りうる範囲では、これらの遺伝子の機能は喘息と強く関連
しているとされる IgE とは関連が見いだせなかった。近年の大規模 GWAS の結果を見ても、
IgEを規定する遺伝子と喘息感受性遺伝子にほとんど重複がみられなかった 11)。つまり、こ
れらの結果を考えると喘息発症の起源として IgEをとらえることが困難になる。そこで我々
は、IgEと喘息の関係を解明するために、まず血清総IgE値を規定する遺伝素因に注目した。 
これまでの研究で、血清総 IgE値には遺伝的素因が重要であり、その遺伝率は 36％から
78％と高いことがわかっている 3)-5)。さらに血清総 IgE値は、主として抗原特異的 IgE値や
アトピー素因とは独立した遺伝因子により決定づけられることが示されている 4),6),7)。また
血清総 IgE 値と喘息罹患との関連性は、アトピー素因とは独立していることも分かってい
る 8),9)。 
現在までに多数の血清総 IgE 値に関する候補遺伝子関連解析が行われ、Th2 細胞経路に
関係する遺伝領域において多くの遺伝子多型が同定されている。一方近年、血清総 IgE に
関する 4つの GWASが行われ、TBX18遺伝子や SOBPなど Th2経路とは無関係な新たな遺伝子
領域が分かってきている 10)-13)。GWASでは研究者の先入観なく解析されるので、今までのよ
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うな候補遺伝子検索では全く予想できなかった IgE 関連領域が明らかにされ、IgE制御のメ
カニズムについてあらたな知見をもたらされる可能性がある。 
4つの血清総 IgE値に関する GWASのうち 3つはヨーロッパ系住民を対象としたものであ
り、残りのひとつはアフリカ系アメリカ人およびラテンアメリカ系住民を対象としたもの
である。一方、アジア人を対象として 2つの GWASが行われているが、統計学的に有意に関
連する遺伝領域は同定されなかった 14),15)。 
そこで本研究では、日本人集団において血清総 IgE 値に関連する遺伝的素因を解明する
ため GWAS解析を行った。得られた候補遺伝子変異について、別の独立した 2つの集団で追
試を行い、これら 3 集団での結果をメタ解析した。さらに、現在までに、欧米を中心とし
て報告されている血清総 IgE値関連遺伝子について、我々の GWASにおいて関連性の追認を
行った。 
 
方法 
倫理声明 
この研究は、筑波大学、筑波メディカルセンター、理化学研究所、北海道大学、福井大
学の倫理委員会において承認されており、すべての対象者から各施設の倫理指針とヘルシ
ンキ宣言を遵守し、インフォームド・コンセントを取得した。 
 
対象 
筑波 GWASコホートは、日本人成人健常者 967名と日本人成人喘息患者 213名、計 1,180
名からなる。健常者はつくば総合健診センターで定期健康診断を受診した一般集団からリ
クルートし、喘息や COPDなどの呼吸器疾患を持つ者は除外した 45)。すべての対象者に対し、
エントリー時に詳細な問診を行い、呼吸器症状の有無、病歴、生活習慣、そしてタバコ煙
や各種アレルゲン、空気汚染への暴露について調査し、胸部の聴診を行った。喘息患者は
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筑波大学およびその関連施設からリクルートされた 46)。喘息の診断は、呼吸器内科専門医
がアメリカ胸部疾患学会の定める喘息診断基準に則り施行された 47)。両群ともに抗原特異
的 IgE（MAST法）が測定された（日立化成株式会社、東京）48)。アトピー素因の判定指標に
は、14種類の吸入抗原（コナダニ、ハウスダスト II、ネコ上皮、イヌ上皮、オオアワガエ
リ、ハルガヤ、ブタクサ、ヨモギ、スギ、ペニシリウム、クラドスポリウム、カンジダ、
アルテルナリア、アスペルギルス）に対する抗原特異的 IgEの反応性を使用した。つまり、
上記 14抗原のうち少なくとも 1種類以上の抗原に対し陽性反応（ルミカウント 4.40以上）
を示す場合、アトピー素因を有するとした。 
筑波コホートで得られた結果の再現性を確認するために、別の独立した 2 つの日本人集
団（北海道コホートと福井コホート）で追試を行った。北海道コホートは、日本人成人健
常者 619 名と日本人成人喘息患者 419 名からなり、北海道大学病院とその関連病院におい
てリクルートされた 49)。抗原特異的 IgE はヒョウヒダニ、カビ、花粉、動物のフケについ
て RAST法を用いて測定した。これらの抗原のうち少なくとも 1種類以上の抗原に対し陽性
（0.70 UA/mL 以上）である場合、アトピー素因ありとした。福井コホートは、日本人成人
健常者 1,275名と日本人成人喘息患者 89名からなり、福井大学の職員や学生からリクルー
トされた 50)。抗原特異的 IgE は、スギ、ハウスダスト、カモガヤ、ブタクサ、カンジダ、
アスペルギルスについて RAST法を用いて測定した。北海道コホート同様、これらの抗原の
うち少なくとも 1 種類以上の抗原に対し陽性（0.70 UA/mL 以上）である場合、アトピー素
因ありとした。 
 
Genotyping 
全てのゲノム DNA は、自動 DNA 抽出システム（QuickGene-610L; Fujifilm, 東京）を使
用し、末梢血サンプルから抽出した。筑波コホートの genotypingでは、健常者については
Illumina HumanHap550v3 BeadChip (Illumina, San Diego, CA, USA)、喘息患者について
46 
 
は HumanHap610-Quad BeadChipを用いた。なお、これら 2つの BeadChipの一致率は、0.99998
であった 46)。一塩基多型（single nucleotide polymorphisms, SNP）のクオリティコント
ロールには PLINK version 1.07を用いた 51)。健常者、喘息患者ともすべての被験者におい
て、BeadChip上の 98％以上の SNPがタイピングされた。各 SNPについては、missing genotype 
rateが 1%より大きく、minor allele frequencyが 1%未満、Hardy-Weinberg equilibrium P 
valueが 1.0 x 10-6未満のものを除外した。抽出された 479,940個の SNPについて解析を行
った。Genomic inflation factorは PLINKの多次元尺度構成法（multidimensional scaling 
method, MDS法）を用いて算出した 51)。 
 X染色体の解析については、クラスター化アルゴリズムが複雑であること、染色体異常の
頻度が高いこと、喪失データが多いことが指摘され、X 染色体の genotyping の正確性は常
染色体と比較し低いとされている 52)。したがって、本研究では X 染色体を解析から除外し
た。 
候補領域の SNPを補完するために imputationを行った。血清総 IgE値との関連が示唆さ
れた領域（P < 1.0 x 10-5）について、MACH version 1.0を使用し imputationを行った 53)。
MACH はマルコフ連鎖のアルゴリズムに従い、相が特定されたハプロタイプを鋳型として
genotypeを補完する。我々は、1000 genome project のアジア人データ（JPT+CHB）を参照
パネルとし、信頼性の高いデータを得るために 50 回のマルコフサンプリングを繰り返した。 
GWASで得られた結果の追試をするために、ready-madeの TaqMan® SNP Genotyping assay
でタイピングでき、以下の 2 つの基準を満たす SNP を選択した。(1)候補領域において総 IgE 
値と最も強く関連のある SNPと強い連鎖不平衡にある。(2)minor allele frequency が 0.15
より大きい。 
  
既報の遺伝子と関連についての検証 
2013年 6月 1日時点での血清総 IgE値関連遺伝子について、PubMedを使用し文献検索を
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行った。キーワードとして、（“IgE level”or “IgE concentration”or “serum IgE”）、
（“polymorphism” or “SNP” or “genetics”）、そして（“association” or “linkage”）
にてそれぞれ検索し、これらを and で結び、さらに human study と英文論文に限定した。
これらの文献を精読し、血清総 IgE値に遺伝的関連を示す文献を選択した。抗原特異的 IgE
についての報告は除外した。さらにこれらの文献から、独立した 3 つ以上の集団で報告さ
れている遺伝子、あるいは GWASにより報告されている遺伝子を選び、血清総 IgE値関連遺
伝子として抽出した。 
日本人と白色人種での連鎖不平衡は大きく異なる可能性があるため、我々の GWASでの総
IgE 値関連遺伝子の検証については、SNP レベルではなく遺伝子レベルでの追試を行った。
文献検索で抽出された血清総 IgE 値関連遺伝子の+/-10kb の範囲に存在する SNP について、
我々の GWASのデータで確認を行い、最も強い関連を認めた SNPについての有意性を確認し
た。有意水準については SNPSpDプログラムを用いて各遺伝子領域内における多重性の補正
を行った 16)。 
 
統計解析 
筑波コホートでは、SNPと常用対数変換した血清総 IgE値について、PLINKを用いて多重
線形回帰分析を行った。血清総 IgE 値は年齢、性別、喫煙状態、喘息罹患の有無に影響さ
れるため 8),54)、これらの変数で補正して解析した。Quantile-quantileプロットや genomic 
inflation factor は PLINK を用いて算出した。北海道コホートでの追試も同様の手法で解
析した。福井コホートでは喫煙状態についての情報が得られなかったため、年齢、性別、
喘息罹患の有無で補正した。再現性の検定は、P 値が 0.05 未満で、血清総 IgE 値に対する
影響の方向性が筑波コホートと同じ場合を再現性ありとした。筑波コホートと他の 2 つの
コホートの追試の結果は、PLINK を使用しランダム効果モデルでのメタ解析を行った。SNP
間の連鎖不平衡を解析するのには Haploview 4.2 program を使用した 55)。 
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結果 
研究の流れ 
研究のアウトラインを Figure 4に示す。 
 
各コホートの特徴 
研究に用いた各コホートの特徴を Table 1 に示した。女性の割合は、筑波コホートや北
海道コホートに比べ福井コホートで高かった。喘息患者の割合は、筑波コホートと北海道
コホートで高く、福井コホートで低かった。年齢、性別、喘息罹患の有無、アトピー素因
の有無、血清総 IgE値については、コホート間で有意な差異は認めなかった。 
 
GWASおよび追試の結果 
Figure1に Q-Q プロットを示す。Genomic inflation factorは 1.018であり、集団の階
層化による偽陽性の可能性は低いと考えられる。Figure2 は GWAS の結果のマンハッタンプ
ロットである。ゲノムワイド関連解析で有意とされる P 値（P < 5.0 x 10-8）を満たす SNP
は認められなかった。そこで、P < 1.0 x 10-5を満たす 4つの染色体領域（1q23、6p21、11q24、
13q21）に注目した。これらの領域において imputation を行い、補完された SNP と血清総
IgE値の関連についても解析した。染色体 6p21領域には、MHC class I 領域、MHC class II
領域、LEND2遺伝子領域の 3 つのピークが認められ（Figure5）、合わせて候補遺伝領域とし
て以下の 6 領域が確認された（Figure 3）：染色体 1q23.1 上の PYHIN1/IFI16 領域
（chr1:176229979; P = 3.19 x 10-7）、染色体 6p21.3 上の MHC class I および II 領域
（rs9264567, P = 2.33 x 10-7 および rs9271682, P = 1.55 x 10-7）、染色体 6p21.31上の
LEMD2領域（rs12173787, P = 7.03 x 10-8）、染色体 11q24.1上の GRAMD1B領域（rs2078158, 
P = 6.57 x 10-7）、染色体 13q21.31上の chr13:60576338 の領域（無遺伝子領域、rs1399315, 
49 
 
P = 6.40 x 10-7）。それぞれの候補領域において、Figure3で赤字で示した SNPについて TaqMan 
SNP Genotyping assayを用いて追試を行った。Table2 に結果を示す。Rs3130941（MHC class 
I 領域）は北海道コホートと福井コホートの両コホートで再現性が認められた。3コホート
でのメタ解析ではゲノムワイドレベルを満たしていた（P = 1.07 x 10-10）。Rs28366296（MHC 
class II 領域）は北海道コホートのみで、rs7939777（GRAMD1B 領域)は福井コホートのみ
で再現性が確認された。Rs7939777は、筑波コホートと福井コホートのメタ解析では P値は
3.35 x 10-10であった。 
喘息患者を除いた健常者のみの解析や共変量としてアトピー素因の有無を追加した解析
でも、rs3130941と血清総 IgE値との間にはゲノムワイドレベルの有意な関連が認められた
（Table4、5）。 
 
既報の血清総 IgE値関連遺伝子の再現性の確認 
PubMed での検索の結果、448 本の論文が抽出された。それらを精読し、156 本の論文を
適格として選択した。またこれらの論文の参照論文の中から、さらに 33本の論文を追加し
た。これら 189本の論文から、血清総 IgE値関連遺伝子として計 32遺伝子を抽出した。25
遺伝子は 3つ以上の独立した異なる集団で報告されており、7遺伝子（DARC, HLA-A, HLA-DQA2, 
HLA-G, RAD50, SOBP, and TBX18）は GWASにより報告されているものである。 
これら 32個の遺伝子領域内において、我々の GWASで最も総 IgE値と関連の強かった SNP
を示す（Table 3）。32 遺伝子中、HLA-C 遺伝子を含む 17 遺伝子で P 値が 0.05 未満であっ
た。SNPSpD16)を用いて各遺伝子領域内における多重検定の補正を行うと、9遺伝子が有意で
あった。強い関連が認められたのは、染色体 6p21.3 上の MHC class I/II領域であったが、
ゲノムワイドレベルの有意差を持つ SNP は認められなかった。過去に血清総 IgE 値との関
連が報告された多型を Table6に示す。 
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考察 
本研究は、アジア人を対象とした血清総 IgE値に対する GWASにおいて有意な結果が得ら
れた初めての報告である。メタ解析の結果、rs3130941（MHC class I 領域）についてゲノ
ムワイドレベルの有意な関連が認められた。さらに rs3130941 と総 IgE 値の関連は、喘息
罹患やアトピー素因の有無とは独立していた。すなわち総 IgE 値関連 SNP rs3130941 は、
喘息罹患やアトピー素因とは独立した因子と考えられる。 
MHC class I 領域の rs3130941 は HLA-C 遺伝子と HCG27 (HLA-complex group 27)の間に
存在する（Figure6）。MHC class I領域では、血清総 IgE値関連遺伝子として、HLA-A遺伝
子（rs2517754、rs2571391）と HLA-G遺伝子（rs2523809）の 2遺伝子が報告されている 12),19)。
本研究の GWASデータを用いてこれら既報の SNPと rs3130941との連鎖不平衡解析をしたと
ころ、何れの SNPとの連鎖不平衡も非常に弱いものであった（Table7、Figure6）。さらに、
これらの既報 SNP の遺伝子型をそれぞれ共変量として rs3130941 と血清総 IgE 値の関連を
解析したが、同様の結果が得られた。したがって、rs3130941（HLA-C遺伝子領域）は、HLA-A、
HLA-Gとは独立して血清総 IgE値に関連していると考えられる。また、GENEVAR 23)を用いて
eQTL解析を行った結果、rs3130941 SNPと連鎖不平衡の関係にある rs3094609（r2 = 0.566）
と rs3130931(r2 = 0.324)が、HLA-C遺伝子の mRNA発現に関係していることが明らかになっ
た（それぞれ P  = 0.0495、0.00521）。以上のことから rs3130941も HLA-Cの発現に関係し
ている可能性が示唆された。IgE上昇に対する risk alleleが増加すると HLA-Cの発現が減
少する関係にある。 
MHC class II 領域の rs28366296 はメタ解析でゲノムワイドレベルには達しなかった。
しかし、これまでに MHC class II 領域では、3 遺伝子（HLA-DQA2、HLA-DQB1、HLA-DRB1）
において血清総 IgE値との関連が報告されている。我々の GWASでもこれらの 3 遺伝子領域
の SNP と血清総 IgE 値との関連が確認された（Table3）。MHC class I 領域と class II 領
域はともに染色体 6p21.3 上で近接しているため、rs3130941（MHC class I 領域）と
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rs28366296（MHC class II領域）の関係を解析した。我々の GWASでは rs3130941と rs28366296
はともに血清総 IgE値と強い関連を認めたが、両 SNP 間の連鎖不平衡は弱かった（Table7）。
さらに、rs3130941 と血清総 IgE 値との関連解析を rs28366296 の遺伝子型で補正して行っ
たが有意な関連性は保たれていた。以上より、rs3130941 と血清総 IgE 値との関連は、MHC 
class II領域の遺伝子による影響を見ているとは考えにくい。 
ある種の感染は、Th1 や NK細胞を強く活性化して Th2免疫を低下させることによりアト
ピー性疾患を抑制することが知られている。日本の学童での研究では、ツベルクリン反応
陽性者は Th1 サイトカイン優位であり、喘息の発症が少なく、血清総 IgE 値が低いことが
報告されている 25)。MHC class I拘束性 CD8 T細胞は CD4 Th1細胞とともに Th1 型免疫を惹
起し、その結果 CD4 Th2 細胞に対し抑制的に作用し、IgE の産生は低下する 26),27)。また、
HLA-C 分子は NK細胞の働きを抑制性に調節する 28),29)。したがって、HLA-C分子の調節障害
が存在すると、微生物に対する感染防御免疫が正常に機能せず、さらにアレルギーを引き
起こして血清総 IgE値が上昇する可能性が考えられる。 
MHC 領域は幅広い範囲で強い連鎖不平衡の関係にあるため、この領域内の遺伝子が疾患
発症に与える影響を、遺伝学的なアプローチのみで詳細に解析することは大変に困難であ
る。しかしながら、免疫疾患や炎症性疾患の中には MHC 領域との遺伝的関連が明らかにな
っているのもある。HLA-C遺伝子領域は特にベーチェット病、乾癬、サルコイドーシスとの
関連が確認されている 30)-32)。注目すべきは、IgE の調節異常がこれらの疾患で報告されて
いることである 33)-35)。このことも HLA-C 遺伝子と血清総 IgE 値とは遺伝的に関連があるこ
とを示唆している。さらに興味深いことに、HLA-C 遺伝子の近傍にある rs9266772 SNP は、
自己申告によるアレルギーを対象とした GWASにおいてアレルギー感受性座位であることが
報告されている 36)。 
筑波コホートと福井コホートでの rs7939777（GRAMD1B）のメタ解析では、P値は 3.35 x 
10-10であった。GRAMD1B と血清 IgE値の関連を示した報告はなかったが、GRAMD1B 近傍の SNP
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が慢性リンパ球白血病（CLL）とゲノムワイドレベルで関連していると報告されている 37)。
CLLは表面免疫グロブリンの発現が低下し、CD19と CD23が共発現しているという特徴をも
つ 38)。CD23 は FCER2（Fc fragment of IgE, low affinity II）としても知られているが、
IgE低親和性受容体であり、血清 IgEの制御に重要な役割をはたしている。さらに、血清総
IgE 値の上昇は CLL 発症リスクと逆相関していると報告されている 39)。以上のことより、
GRAMD1Bの遺伝子多型は血清総 IgE値の制御に関連しうると考えられる。 
PYHIN1/IFI16 遺伝子領域の SNP は筑波コホートの GWAS ではゲノムワイドレベルの有意
な関連は認められなかったが（P = 3.19 x 10-7）、最近のアフリカ系アメリカ人を対象とし
た GWAS のメタ解析では PYHIN1 上の SNP が喘息感受性変異であると報告されている 40)。近
年、PYHIN1 と IFI16 は微生物 DNAのセンサーであることが分かってきている 41)。そして、
自然免疫系の活動は、免疫細胞がパターン認識受容体を介して感染を識別する能力に依存
している。また、さまざまな微生物に暴露される環境で子供が育つと、細菌や真菌への曝
露量に比例して喘息やアトピー疾患に罹患しにくくなる 42)。PYHIN1 と IFI16 は喘息やアト
ピーの候補遺伝子として注目すべきである。 
既報の IgE関連遺伝子についての再現性の検討では、32個の遺伝子は主にヨーロッパ人
での報告であったが、日本人集団においても多重性補正後でも 9遺伝子（28.1%）に再現性
が認められた。このことは一部の遺伝子は人種を超えて血清総 IgE 値に関連していること
を示している。異なる人種間においては、血清総 IgE 値に関連する遺伝因子は同一ではな
い可能性がある 13),43)。一方で、我々の研究で再現性が認められなかった既報 SNP について
は、その SNP やその SNP と強い連鎖不平衡にある SNP が我々の解析には含まれていなかっ
た可能性がある。あるいは、日本人においては、既報 SNPの minor allele frequency が低
かったため、十分な検出力がなかった可能性も考えられる。さらに、GWAS で得られた結果
を追試する際、各領域のうち 1SNPのみの検証であったため、真に機能的に関連する遺伝子
変異を見落としている可能性があることである。また、多重性の補正は各遺伝子領域内に
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ついて行っているが、32個の遺伝子領域間の多重性の補正は行っていない。 
筑波コホートとその他 2 つの追試コホートでは、喘息罹患率や血清総 IgE 値など集団ご
との特徴に違いが認められた。特に血清総 IgE 値に影響を与える遺伝因子は非喘息健常人
と喘息患者間で異なるため、喘息罹患率の違いが今回の結果に影響を及ぼした可能性はあ
る 44)。しかしながら、今回の研究では、喘息患者を除外した健常者のみの解析でも HLA-C
遺伝子領域の rs3130941 SNP はゲノムワイドレベルで総 IgE 値に関連しており、今回の結
果が喘息の影響を受けていないことを示唆していた。HLA-C遺伝子領域が IgEに影響を及ぼ
すメカニズムは不明であるが、HLA-C領域をさらに詳細に SNP解析し、また HLA-Cと IgE産
生調節の生物学的関連を解析することにより、そのメカニズムが明らかにされることが期
待される。今回の研究では HLA アリル型タイピングは行われていないが、今後の課題とし
て重要である。 
 
結論 
我々は日本人を対象とした血清総 IgE値に関する GWASを行い、アジア人において初めて
の有意な結果を得た。HLA-C遺伝子領域の SNPと血清総 IgE値との関連は、3,654人を用い
たメタ解析でゲノムワイドレベルの有意差を認めた。また、一部の既報の IgE 関連遺伝子
は人種を超えて保存されていることが示された。  
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Table 3. 各遺伝子における血清総 IgE値に対する Top SNP 
Gene Chromosome 
Number 
of SNPs 
SNP Nominal P value Corrected P value* 
ADAM33 20 12 rs2853215 1.66E-02 0.150 
ADRB2 5 17 rs17640574 7.27E-02 0.728 
CCL11 17 7 rs6505403 0.225 0.898 
CD14 5 8 rs3822356 0.719 1 
CMA1 14 9 rs1956932 0.179 1 
CTLA4 2 3 rs231726 1.21E-02 2.31E-02 
DARC 1 3 rs863002 0.394 0.789 
FCER1A 1 9 rs2427824 3.06E-02 0.184 
FLG 1 3 rs3126085 0.288 0.577 
GSTP1 11 3 rs614080 0.766 1 
HLA-A 6 2 rs2734959 6.64E-03 1.33E-02 
HLA-C 6 26 rs3132486 1.50E-04 1.88E-03 
HLA-DQA2 6 24 rs17500468 7.94E-05 8.06E-04 
HLA-DQB1 6 11 rs2647025 7.48E-05 3.74E-04 
HLA-DRB1 6 66 rs35465556 8.51E-05 1.83E-03 
HLA-G 6 21 rs1633053 7.58E-03 4.56E-02 
IFNG 12 4 rs3181032 3.56E-02 0.104 
IL10 1 8 rs1800896 0.110 0.660 
IL13 5 4 rs1295686 7.41E-02 0.216 
IL4 5 5 rs2243288 2.08E-03 8.34E-03 
IL4R 16 23 rs4787948 0.219 1 
LTA 6 12 rs2857709 4.24E-05 2.97E-04 
MS4A2 11 4 rs574700 0.201 0.602 
NOD2 16 6 rs7194886 0.156 0.468 
NOS1 12 45 rs4767535 8.60E-03 0.235 
NPSR1 7 66 rs323928 3.29E-02 0.867 
RAD50 5 7 rs17772583 1.82E-02 7.29E-02 
SOBP 6 41 rs3734747 5.43E-03 0.135 
STAT6 12 7 rs841718 0.171 0.854 
TBX18 6 5 rs2015519 3.71E-02 0.146 
TLR2 4 4 rs7656411 0.328 0.983 
TNF 6 11 rs2844484 7.96E-02 0.478 
（文献 56 より引用）
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Gene Polymorphism P value previously reported  P value in our GWAS* Reference 
ADAM33 rs2280091 0.0033 NA [1] 
rs597980 0.032 NA [2] 
rs574174 0.01 NA [3] 
rs528557 0.041 NA [4] 
ADRB2 rs1042714 <0.0001 0.846 [5] 
rs1042713 0.04 0.475 [6] 
CCL11 rs16969415 0.0006 NA [7] 
rs3744508 0.002 NA [8] 
rs17809012 0.016 NA [9] 
CD14 rs2569190 0.0016 NA [10] 
rs3138078 0.034 NA [11] 
rs2563310 0.034 NA [12] 
CMA1 rs1800875 0.0004 NA [13] 
CTLA4 rs231775 0.0005 NA [14] 
rs5472909 0.0047 NA [15] 
DARC rs13962 2.21E-11 NA [16]‡ 
rs2814778 0.017 NA [17] 
FCER1A rs2251746 1.85E-20 0.515 [18]‡ 
rs4656784 1.68E-16 NA [16]‡ 
rs2427827 0.001 NA [19] 
rs2427837 0.014 NA [20] 
FLG 2282del4 0.009 NA [21] 
rs11584340 <0.05 NA [22] 
GSTP1 rs1695 0.02 0.911 [23] 
HLA-A rs2517754 3.61E-09 NA [16]‡ 
HLA-C rs3130941 1.07E-10 NA Current study‡ 
HLA-DQA2 rs2858331 1.44E-08 0.000217 [16]‡ 
HLA-DQB1 DQB1*0301 0.008 NA [24] 
rs1063355 0.01 0.000216 [25] 
HLA-DRB1 rs9271300 8.30E-15 0.0813 [26]‡ 
DRB1*07 ＜0.0001 NA [27] 
DRB1*01 ＜0.004 NA [28] 
DRB1*14 0.02 NA [24] 
HLA-G rs2523809 4.34E-08 0.707 [16]‡ 
IFNG (CA)n intron 1 0.0001 NA [29] 
rs2430561 <0.001 NA [30] 
IL4 rs2070874 0.0001 NA [31] 
rs2243290 0.0005 0.00342† [32] 
rs2243250 0.001 NA [33] 
IL4R rs1805010 0.0021 NA [34] 
rs1801275 0.02 0.948 [35] 
IL10 rs1800872 <0.001 NA [36] 
IL13 rs20541 0.00002 0.0819 [37] 
rs1881457 0.00002 NA [38] 
rs1295685 <0.0001 NA [39] 
rs848 <0.0001 NA [39] 
rs1295686 0.00022 0.0741 [40] 
rs1800925 0.0002 NA [41] 
LTA rs909253 0.0032 NA [42] 
MS4A2 rs1441586 0.0004 NA [43] 
rs569108 <0.001 NA [44] 
Rsa I-In2 0.04 NA [24] 
NOD2 rs2066845 0.006 NA [45] 
rs5743293 0.009 NA [46] 
NOS1 rs2682826 <0.01 0.32 [47] 
(AAT)n intron 20 0.015 NA [48] 
NPSR1 rs323922 0.004 NA [49] 
rs740347 0.001 NA [50] 
SNP546333 0.015 NA [51] 
RAD50 rs2040704 4.46E-08 NA [18]‡ 
SOBP rs7751374 3.68E-08 0.242 [52]‡ 
STAT6 rs1059513 1.99E-12 0.658 [16]‡ 
rs12368672 1.52E-05 NA [18]‡ 
rs11172106 0.004 NA [53] 
1570C/T 0.007 NA [54] 
(GT)n exon 1 <0.01 NA [55] 
rs324011 0.015 NA [56] 
rs324015 0.042 0.348 [57] 
TBX18 rs10944017 3.88E-08 NA [52]‡ 
TLR2 rs4696480 0.01 NA [58] 
rs5743708 0.04 NA [59] 
TNF rs1800630 0.0024 NA [60] 
rs361525 <0.05 NA [61] 
  rs1800629 <0.05 NA [61] 
The most significant P value in each study is shown. 
*P value in our primary GWAS. ‡GWAS. †The direction of the effect was opposite. 
NA = not applicable. （文献56 より引用） 
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Table 6. 血清総IgE値との関連が報告された多型 
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第 4 章 総括 
 喘息の分子病態解明のために、GWAS による網羅的な遺伝子変異の解析を行った。喘息
は多彩な臨床病態を含む症候群であり、検出力を高めるために対象とする集団をなるべく
均一なフェノタイプを対象にする対策をとった。第 2章 1.では重喫煙者を除外した喘息集
団、第 2 章 2.では中高年発症喘息集団を対象として GWAS を行った。重喫煙者を除外し
た喘息での検討では、HAS2遺伝子の近傍に日本人成人喘息の感受性領域と考えられる遺伝
的変異を同定した。HAS2遺伝子は、高分子量型ヒアルロン酸の生成に重要な役割を担って
いる。HAS2遺伝子が肺組織で発現していることや高分子量型ヒアルロン酸が抗炎症作用を
持つことなども我々の結果に合致している。中高年発症喘息の検討では、PBMUCL2 遺伝
子の近傍に感受性遺伝領域を同定した。PBMUCL2 遺伝子は DPB の感受性遺伝子として
同定されている。中高年発症喘息と DPBの間には、臨床像にも類似する点があり、共通の
分子病態が存在する可能性が示唆された。 
 第 3 章では、アレルギー炎症の進展に重要な役割を果たしている IgE に焦点を当てた。
第 2 章同様に、GWAS を用いて血清総 IgE 値の感受性領域を検索した。HLA-C 遺伝子の
近傍に、血清総 IgE値を規定する遺伝領域を同定した。 
  慢性の気道炎症を起因とした可逆性の咳・喘鳴・呼吸困難からなる症候群である喘息
を、喫煙状態や発症年齢により集団を均一化することで新規の喘息感受性領域を同定した。
我々の先行研究を含め様々なクラスター分類が報告され、喘息を分類し、集団を均一化す
る際に重要な因子が明らかになってきている。分類されたクラスターごとに、それぞれ異
なる分子病態が存在していると考えられる。本研究で扱った喫煙状態、発症年齢、アレル
ギー素因以外にも、肺機能、喀痰中の好酸球・好中球数、罹患期間、肥満、重症度などが
クラスター分類における重要な因子とされている。今後はこれらの因子にも注目した遺伝
的な解析を行い、多様な分子病態からなる喘息の発症メカニズムを解明し、新たな治療薬・
治療法の開発に結び付けることを目標としたい。 
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略語 
本論文では、以下の略語を使用した。 
ADRB2 adrenoceptor beta 2 
CC16 secretoglobin, family 1A, member 1  
CCL5 chemokine (C-C motif) ligand 5  
CEU 
Utah residents with Northern and Western European ancestry  
from the CEPH collection 
CHB Han Chinese in Beijing 
COPD chronic obstructive pulmonary disease 
DARC atypical chemokine receptor 1 (Duffy blood group)  
DNA deoxyribonucleic acid 
DPB diffuse panbronchiolitis 
DPCR1 diffuse panbronchiolitis critical region 1  
FCER2 Fc fragment of IgE, low affinity II 
GRAMD1B GRAM domain containing 1B  
GWAS genome wide association study 
HAS hyaluronan synthase  
HCG27 HLA-complex group 27 
HLA human leukocyte antige 
IFI16 interferon, gamma-inducible protein 16 
IgE immunogloblin E 
JPT Japanese in Tokyo 
LEMD2 LEM domain containing 2  
MAF minor allele frequency 
MHC major histocompatibility complex 
mRNA messenger ribonucleic acid 
PBMUCL panbronchiolitis-related mucin- like protein 2 
PCR polymerase chain reaction 
PYHIN1 pyrin and HIN domain family, member 1  
RAD50 DNA repair protein RAD50 
SNP single nucleatide polymorphism 
SOBP sine oculis binding protein homolog  
TBX18 T-box 18  
TSLP thymic stromal lymphopoietin 
YRI Yoruba in Ibadan 
 76 
 
謝 辞 
 本研究にあたり終始御懇切なる御指導と御鞭撻を賜りました筑波大学大学院呼吸器内科
檜澤伸之教授に深い謝意を表します。 
 適切な御指導と御示唆を頂きました筑波大学大学院呼吸器内科坂本透准教授に深く感謝
いたします。 
 研究その他多方面にわたり御指導いただきました筑波大学大学院遺伝医学野口恵美子教
授、筑波大学大学院呼吸器内科大塚盛男教授、筑波大学附属病院土浦市地域臨床教育ステ
ーション石井幸雄教授、水戸地域医療教育センター佐藤浩昭教授、ひたちなか社会連携教
育センター寺本信嗣教授に深く感謝いたします。 
 遺伝子解析で多大なる御協力、御指導をいただきました理化学研究所ゲノム医科学研究
センター玉利真由美チームリーダー、広田朝光研究員に深謝いたします。 
 日々の研究において御援助、御協力をいただきました、つくば総合健診センター内藤隆
志センター長をはじめつくば総合健診センターのスタッフの皆様に感謝いたします。 
 貴重な検体を御提供いただきました北海道大学病院第一内科西村正治教授、今野哲講師
に深く感謝いたします。 
遺伝子タイピングをはじめ様々な実験手技を一から御指導いただきました中村貴子女史
に深く感謝いたします。 
また、研究において様々な御協力、御教授をいただきました、森島祐子講師、川口未央
講師、本間晋介講師、松野洋輔講師、山本良子講師、長南達也医学博士、齋藤武文医学博
士、二宮浩樹医学博士、遠藤健夫医学博士、石川博一医学博士、飯島弘晃医学博士、野村
明広医学博士、金子美子医学博士、増子裕典医学博士、大塚茂男医学博士、松山政史医学
博士、太田恭子医学士、中澤健介医学士、山田英恵医学士に深謝いたします。 
 その他、多大なる御援助、御協力くださった方々に深く御礼申し上げます。 
 
  
 
 
参 考 論 文 
 
 
